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(57) Zusammenf assung 

Vorgeschlagen wird eine mitogenfreie Substanz, die Mischpolymere von 10 bis 90 Molprozent Guluronsaure und aus je- 
weils auf 100 % erganzend Mannuronsaure aufweist, die ein Molekulargewicht von 10 000 bis 500 000 Dalton besitzen. Des weite- 
ren werden Verfahren zu deren Herstellung sowie Verwendung vorgeschlagen. 
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Mitogenfreie Substanz, deren Herstellung 



sowie Verwendung 



5 



Die Erfindung betrifft eine mitogenfreie Substanz 
unter Verwendung von Guluron-Saure Oder Mannuron- 
10 Saure, deren Herstellung sowie Verwendung. 

GemaB iiblicher Terminologie definiert der Begriff 
mitogen jene Substanzen, die Zellen zu Teilungen 
anregen, die andernfalls, d.h. ohne Einwirkung die- 

15 ser Substanz, nicht zu einer Teilung gefiihrt wiir- 

den. Die hierdurch im Organisinus ausgelosten Reak- 
tionen sind von der Norm abweichend und konnen sich 
als allergische, immunologische und pyrogene (Ent- 
ziindungs-) Reaktionen auBern. Keiner naheren Er- 

2 0 lauterungen bedarf , daB die Schaffung und Herstel- 

lung mitogenfreier Substanzen fur den Kontakt mit 
lebenden Organismen in Biologie und Medizin von 
allergroBtem Interesse sind. 

Auf dem Gebiet der Implantatchirurgie ist der Ein- 
25 satz mitogenfreier Substanzen von allergrofiter Be- 

deutung, urn die anderenfalls induzierten und zur 
AbstoBung des Implantats fuhrenden immunologischen 
Reaktionen zu unterdrucken . Bei zahlreichen Erkran- 
kungen werden lebende Zellen in den Organismus ein- 
30 gebracht, die einer seits durch Nahrstoffe versorgt 

werden und andererseits entsprechend dem jeweiligen 
Bedarf Zellsekrete, Hormone oder dgl. produzieren 
und abgeben, urn eine Unterproduktion Oder den vol- 
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ligen Ausf all der korpereigenen Zellen zu kompen- 
sieren, Eine der bekanntesten Erkrankungen dieser 
Art ist die Diabetes, bei der zwar die Fehlmenge 
des benotigten Insulins im zeitlichen Abstand durch 
5 wohldosierte auBere Zufuhr ausgeglichen werden 

kann, bei der jedoch f estzustellen ist, daB eine 
exakte Dosierung tiber den Tagesverlauf im sinne ei- 
nes Regelsystemes nie realisierbar ist, so daB 
Schwankungen und Abveichungen vom Idealwert unver- 

10 meidbar sind. Dieser Nachteil laBt sich durch Im- 

plantieren lebender Zellen in den Organismus besei- 
tigen, wobei jedoch zur Unterdriickung immunologi- 
scher Reaktionen die Zellen in Kapseln unterzubrin- 
gen sind, die ihrerseits folgenden Anf orderungen 

15 genligen xniissen: Zum einen muB eine ungehinderte 

Diffusion durch die Wandungen im Sinne einer Zufuhr 
von Nahrstoffen und andererseits die Abgabe der 
Zellsekrete, Hormone und dgl, nach auBen gewahrlei- 
stet sein. Weiter muB sichergestellt sein, daB das 

2 0 Implantat keine Immunreaktionen hervorruft, d.h. 

mitogenfrei ist, was sich u,a. anderenfalls dadurch 
auBern wiirde, daB sich die Kapsel oberf lachlich 
nach einer gewissen Dauer mit fibrotischem Bewuchs 
zusetzen und die unabdingbare Zirkulation und Aus- 

2 5 tausch von Nahrstoffen und Zellsekreten unterbinden 

wiirde . 



Ziel vorliegender Erfindung ist zunachst die Schaf- 
3 0 fung einer mitogenf reien Substanz, die auch nach 

langerem Kontakt mit dem lebenden Organismus keine 
allergischen, immunologischen und pyrogenen Reak- 
tionen zeigt sowie deren Herstellung und Verwen- 
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dung. 

Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemaB durch 
Mischpolymere, die aus 10 bis 90 Molprozent Gulo- 
5 ronsaure und aus jeweils auf 100 % erganzend 

Mannuronsaure bestehen sowie ein Molekulargewicht 
der Mischpolymere von 10 000 bis 500 000 Dalton. 

Die mitogenfreie Substanz weist als unter Umstanden 

10 einzige Komponente ein Mischpolymer aus Guluron- 

saure und Mannuronsaure, wobei die molare Zusammen- 
setzung der Guluronsaure 10 bis 90 Prozent und der 
Rest Mannuronsaure betragt. Eine Aussage iiber die 
GroBe des sich durch Polymerisation ausbildenden 

15 Mischpolymers ist aufgrund des vorgegebenen Molver- 

haltnisses beider Sauren noch nicht festgelegt. Es 
konnen demnach auch Mischpolymere mit niedrigem Mo- 
lekulargewicht beschrieben werden, die die gestell- 
ten Anforderungen nicht erfullen. Zusatzliche Vor- 

20 aussetzung ist deshalb, da£ das Mischpolymer ein 

Molekulargewicht von 10 000 bis 500 000 Dalton 
besitzt. Diese Molekulargewichte lassen sich rela- 
tiv einfach durch Verwendung von Membranen und Fil- 
ter mit geeigneter Durchlassigkeit und Porenradius 

25 durch Dialyse gewinnen. 

Der Nachweis der Mitogenf reiheit geschieht in der 
Weise, daB die mit Calcium polymerisierte Substanz 
auf das Induzieren in vitro von meBbarer Prolifera- 
30 tion von Milz-Lymphozyten iiberpriift wird. Zu diesem 

Zwecke werden Milzzellen aus Mausen des Inzucht- 
stammes Balb-c gewonnen. Die Zellen wurden bei ei- 
ner Zellzahl von I'lO 6 ml" 1 in Wachstumsmedium RPMI 
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1640 Medium, 10% f Stales Kalberserum (Boehringer, 
Mannheim, Deutschland) , 2 mM L-Glutamin, 2 mM Na- 
triumpyruvat, nichtessentieller Aminosaure (lx, 
Boehringer, Mannheim, Deutschland), 50 2-Mercap- 
toethanol, 100 units ml" 1 Penicillin und 100 fig ml~ 
1 Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) in 
Gegenwart von 100 fig ml" 1 der mitogenen Substanz 
bei 37° Celsius kultiviert. Die Lymphozyten zeigten 
weder einen signif ikanten Einbau von 14 C- oder 3 H- 
Thymidin in sauref allbare zellulare Substanzen 
(nach 3 Tagen gemessen) noch ein mikroskopisch 
f eststellbares Wachstum (mikroskopische Zellzahlbe- 
stimmung nach 5 bis 9 Kulturtagen) . 

Im Rahmen der Erfindung steht grundsatzlich frei, 
ob neben dem vorgenannten Mischpolymer zusatzliche, 
im Hinblick auf den Mitogenitatstest ebenfalls un- 
bedenkliche Komponenten beigemischt sind. 

Aus der Mitogenf reiheit der Substanz f olgt nicht 
zwingend die Biokompatibilitat in vivo. Vielmehr 
hangt letztere Eigenschaft von weiteren Faktoren, 
u.a, der Oberf lachenbeschaf f enheit des Implantats 
sowie dem Implantationsort ab, Dennoch ist von Vor- 
teil die sich als biokompatibel erweisenden Verbin- 
dungen auszuwahlen. Die Biokompatibilitat wird an- 
hand von Tierversuchen an Mausen und Ratten im Hin- 
blick auf das Auslosen von Fremdkorperreaktionen 
untersucht. In konkreter Durchfiihrung werden hierzu 
Kapseln aus mit Barium oder Kalzium polymerisierten 
Substanzen hergestellt und intraperitoneal in die- 
sen Tieren implantiert. Es trat weder ein fibroti- 
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scher Bewuchs noch eine Fremdkorperreaktion im um- 
gebenden Gewebe auf . Im konkreten Fall wurde eine 
zweiprozentige Losung der Substanz in 0,9 % NaCl 
mit 2 0 mM BaCl 2 polymerisiert , wodurch sich Gelku- 
5 geln von 0,5-1 mm Durchmesser bildeten. Diese wur- 

den mit 0,9 % NaCl gewaschen, zwei Tage lang in 
RPMI 1640 Medium inkubiert und dann in das Perito- 
neum von Mausen und Ratten implantiert. Nach drei 
Wochen wurden die Kapseln durch Ausspulen des Peri- 
10 toneums zuriickgewonnen und histologisch analysiert. 

Eine weitere zusatzliche Charakterisierung der mi- 
togenfreien Substanz macht sich die elektrophoreti- 
sche Beweglichkeit zunutze und ist wie folgt: 

15 Die Substanz besteht aus einer als Mischpolymer 

ausgebildeten Komponenten, die aus 10 bis 90 Mol- 
prozenten Guluronsaure und komplementar , d.h. 90 
bis 10 % Mannuronsaure , aufgebaut ist. Die aufgrund 
dieser chemischen Zusammensetzung definierten und 

20 moglichen Mischpolymere konnen im Hinblick auf die 

MolekulgroBe und der jeweiligen molekularen Konfi- 
guration sehr unterschiedlich sein. Urn hieraus die 
mitogenfreie Substanz zu gewinnen, werden die un- 
terschiedlichen Mischpolymere einer tragerfreien 

25 Elektrophorese unterzogen, wobei die hier interes- 

sierenden Fraktionen einer Beweglichkeit zwischen 
3-5 • 10~ 4 cm 2 • V" 1 0 s" 1 aufweisen. 
Spezielle Versuche in diesem Zusammenhang wurden 
bei einer Trennkammerdimension von 30 • 130 ■ 0,3 

30 mm/ einer Kammerpuf f ertemperatur von 22° C, einer 

Kammerpuf f erzusammensetzung von 15 mM Triethano- 
lamin, 7,1 mM Kaliumazetat , 216 mM Glycin (pH 7,2), 
11 mM Glukose, 0,2 mM Ethylendiaminotetraacetat , 
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100 Einheiten ml" 1 Penicillin, 100 /zg " ml" 1 Strep- 
tomycin, Leitf ahigkeit 1,9 mS cm" 1 , Der Puffer 
wurde mit einer Geschwindigkeit von 2 , 5 ml * h" 1 
durch die Kammer gepumpt. Die Pumpe wurde mit einer 
5 Rate von 3 50 ^xl • h" 1 injiziert. Die Feldstarke be- 

trug 100 V • cm" 1 (die Stromstarke 65 mA) . 
Als zusatzliche Bedingung mu£ die Substanz ein Mo- 
lekulargewicht zwischen 10 000 und 500 000 Dalton 
aufweisen. Im Wege der Diffusion durch eine Membran 
10 lassen sich eine Separation der Mischpolymere die- 

ses Molekulargewichtes erreichen . 

Die Bedeutung der erf inderischen Leistung der hier 
vorgeschlagenen Substanz laBt sich daraus erkennen, 

15 daB die Fachwelt unter Hinweis auf konkrete Erf ah- 

rungen und Versuche der Auffassung ist, daB Man- 
nuronsaure und manuronsaurehaltige Mischpolymere 
als Substanz selbst mitogen ware (Fundstelle Jour- 
nal of Immunotherapy 10 , Seite 286-291, 1991 Raven 

2 0 Press, New York; Transplantation Proceedings Vol. 

23, No. 1 (February) 1991, Seite 758-759). Das Ver- 
dienst vorliegender Erf indung ist die Erkenntnis 
der Unrichtigkeit dieser Behauptung. Hinzu kommt 
weiter, daS Alginate grundsatzlich mitogene Reak- 

25 tionen zeigen, die jedoch - hierin liegt eine wei- 

tere entscheidende Erkenntnis - durch die aufgrund 
der Herleitung und Extraktion aus Naturprodukten 
nicht auszuschlieBenden Verunreinigung durch Um- 
welteinf liisse zuriickzuf tihren sind. 

30 



Bei entsprechenden Herstellungsverf ahren lassen 
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sich ausgehend Rohalginaten Substanzen herleiten, 
die sich durch mitogenfreie Eigenschaf ten auszeich- 
nen. 

5 Im folgenden werden zwei Verfahren zur Herstellung 

der vorerwahnten mitogenf reien Substanzen angege- 
ben. Im ersteren finden Verfahren der tragerf reien 
Elektrophorese Anwendung und im zweiten erfolgt 
eine Gewinnung durch chemische Reaktion. Beiden 
10 Verfahren gemeinsam ist das Ausgangsmaterial Algi- 

nat, was durch Extraction aus Pflanzen, Algen, Bak- 
terien und dgl. gewonnen wird und kauflich erwerb- 
bar ist. 

Eine bis zu 10%-ige Alginatlosung wird in einen 
15 Elektrophoresepuf fer mit einer elektrischen Leitfa- 

higkeit von 2 mS * cm" 1 eingegeben. Es erfolgt eine 
Trennung in einzelne Fraktionen unterschiedlicher 
elektrophoretischer Beweglichkeit , die getrennt 
aufgefangen werden. Es interessiert hier eine elek- 
20 trophoretische Beweglichkeit von 3-5 ■ 10~ 4 cm 2 • 

V" 1 • s" 1 ' AnschlieBend erfolgt in einer zusatzli- 
chen Dialyse gegen Wasser eine Separation nach der 
Dif fusionsfahigkeit, die sich durch das Molekular- 
gewicht unterscheidet . Zur Erhaltung einer mitogen- 
25 freien Substanz werden Molekulargewichte von 10 000 

bis 500 000 Dalton aus dem gesamten Mischpolymer 
gewonnen . 



30 Das nunmehr im folgenden beschriebene Herstellungs- 

verfahren auf chemischer Basis ist dadurch charak- 
terisiert, da£ das durch Extraktion aus Pflanzen, 
Algen, Bakterien oder dgl. gewonnene Alginat zu- 
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nachst zu einem unloslichen Komplex vernetzt, der 
eine Reinigung und Extraktion sowie eine anschlie- 
Bende Rlickgewinnung zulaftt. Bei diesem Verfahren 
werden die Alginate durch Zugabe von Ba ++ -Ionen 
oder vergleichbaren multivalenten Kationen (Blei 
Pb, Kupfer Cu) , die eine vergleichbare oder hohere 
Affinitat zum Alginat haben als Barium, ausgefallt. 
AnschlieBend erfolgt eine Extraction durch Saure, 
wie beispielsweise Essigsaure iiber mehrere Stunden 
bei erhohter Temperatur. Nach einem Waschen folgen 
weitere Extraktionen mit Komplexbildnern, wie z-B. 
Zitronensaure im alkalischen Bereich, Nach Waschen 
im destillierten Wasser werden die Gelkugeln meh- 
rere Stunden mit Alkohol, z.B. Athanol, geriihrt. 
Das Freisetzen der nunmehr gereinigten, jedoch nach 
wie vor vernetzten Alginate erfolgt durch Beigabe 
von EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure) im stark 
alkalischen Bereich. Hierbei losen sich die Gelku- 
geln auf . Das Resultat ist eine aus Rohalginat ge- 
wonnene mitogenf reie Substanz . 

Im folgenden wird ein auf chemischer Basis durchge- 
ftihrter Herstellungsvorgang in alien Einzelheiten 
beschrieben: 

Eine 2 bis 4%-ige Losung von Rohalginat wird iiber 
ein Membranf ilter von- 0,22 jam Porenweite filtriert 
und dann unter Ruhren in das 5-fache Volumen einer 
50 mM-Bariumchloridlosung eingetropft, wodurch Gel- 
kugeln von ca. 1-5 mm Durchmesser entstehen. 
Nach 10 bis 20 Minuten erfolgt ein Waschen der Gel- 
kugeln in destilliertem Wasser und anschlieBend 
zweimal fur 3-4 Stunden in je 1 Liter IM Essig- 
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saure/10 mM BaCl 2 bei 60-8 0 °C geriihrt. AnschlieBend 
werden die Gelkugeln auf einem Sieb mit destillier- 
tem Wasser gewaschen und iiber Nacht in zweimal 1 
Liter 500 mM Zitronensaure (pH-Wert 8,0 mit KOH) 
5 geriihrt, wobei nach 4 Stunden ein Mediumwechsel er- 

folgt. Nach nochmaligem Waschen der Gelkugeln im 
destillierten Wasser und fur 2-3 Stunden in 500 
ml 80 % Ethanol werden sie anschliefiend fiir je 1 
Stunde in 1 bis 2 Stunden in destilliertem Wasser 

10 geriihrt. 

Die Gelkugeln werden iiber ein Sieb dekantiert und 
in 200 ml einer 250 mM EDTA-Losung (pH 10,0 mit 
KOH) suspendiert. Nach Ruhren iiber Nacht haben sich 
die Kugeln aufgelost. Die Losung wird dreimal fiir 

15 mindestens 4 Stunden gegen 2-3 Liter destilliertem 

Wasser (pH 8,5 mit KOH) dialysiert und dann ge- 
f r iergetrocknet . 



20 

Ohne Einschrankung der Allgemeinheit werden im fol- 
genden einige Anwendungen der erf indungsgemaB ange- 
gebenen mitogenf reien Substanzen aufgezeigt. Sie 
haben gemeinsam, da£ sie vom tierischen Oder vom 
25 menschlichen Korper problemlos aufgenommen und auch 

bei langzeitlicher Anwendung die Auslosung mitoge- 
ner Reaktionen mit Sicherheit ausschlieBen. 

Als erstes ist das Gebiet der Transplantationschir- 
3 0 urgie zu erwahnen, bei welchem mitogenf reie Sub- 

stanzen dazu eingesetzt werden konnen, lebende Zel- 
len nach Art einer Kapsel einzuschliefcen und ohne 
die Auslosung immunologischer Reaktionen im Korper 
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des Menschen implantieren zu konnen. AIs besonders 
bedeutungs voiles Beispiel wird die Einbringung von 
insulinerzeugenden Zellen (Inseln) in die aus mito- 
genfreien Substanzen bestehende Kapsel angegeben, 
5 die ausweislich von Tierversuchen auch nach lange- 

rer Implantation nicht zu f ibrotischem Bewuchs nei- 
gen. Gleichzeitig erlaubt die Kapsel das Eindringen 
der fur die Auf rechterhaltung des Zellwachstums er- 
forderlichen Nahrstoffe und andererseits die Abgabe 

10 der hierbei erzeugten Hormone - im Falle der Diabe- 

tes handelt es sich um das Insulin - nach auBen zu 
ermoglichen. Man macht sich die Durchlassigkeit fur 
Glucose, Sauerstoff , Peptid-Hormone, zu denen das 
Insulin zu rechnen ist, zunutze, bei gleichzeitiger 

15 Undurchlassigkeit fur grSBere Molektile, z.B. der 

Antikorper. Das Anbringen lebender Zellen (Langer- 
haussche Inseln) erlauben eine ideale Anpassung im 
Sinne eines Regelprozesses an den augenblicklichen 
Hormonbedar f ♦ 

20 

Weiterhin eignet sich die Verwendung mitogenf reier 
Substanzen in besonderer Weise zur Beigabe zu Nah- 
rungsmitteln, wo sie bekanntlich die Gelierung und 
Stabilisierung unterstiitzen. Statistische Untersu- 

25 chungen lassen Zusammenhange zwischen der Verwen- 

dung der (bisherigen) Alginate mit der Haufigkeit 
der Entstehung von Krebs des Magen/Darmtraktes ver- 
muten. Diese momentan eingesetzten Alginate sind 
mit Verunreinigungen versehen und deshalb, wie die 

3 0 Erfindung erkannt hat, mitogen. Der Ersatz durch 

mitogenf reie Alginate hatte erhebliche gesundheit- 
liche Vorztige. 
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Schliefilich lassen sich mitogenf reie Substanzen als 
Wundverschliisse bei Verletzungen, als auch inner- 
lich bei Geschwiiren, insbesondere Magengeschwliren, 
einsetzen. Sie konnen als zahnarztliche Abdruckmas- 
5 sen gefahrlos Verwendung finden und schlieBlich in 

der Galenik als Kapseln oder Kugeln, die als Tra- 
gersubstanz fur Medikamente dienen und die sich im 
Magen oder Darm unter Freisetzung des eingeschlos- 
senen Medikamentes auflosen. Gleichermafien kann es 
10 als Tragersubstanz fur Kontrastmittel dienen, in 

dem z.B. Luft in Blaschenf orm auf genommen und ein- 
geschlossen wird, das der Kontrastierung bei Ultra- 
schallaufnahmen dient. 
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PAT EN TAN S PRU CH E 



1. Mitogenf reie Substanz unter Verwendung von Gulu- 
ron-Saure oder Mannuron-Saure, gekennzeichnet durch 
Mischpolymere, die aus 10 bis 90 Molprozent Gulu- 
ronsaure und aus jeweils auf 100 % erganzend Man- 
nuronsaure bestehen sowie ein Molekulargewicht der 
Mischpolyinere von 10 000 bis 500 000 Dalton aufwei- 
sen. 

2. Substanz nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
B i okompat ib i 1 i t a t . 

3. Mitogenf reie Substanz nach Anspruch 1 gekenn- 
zeichnet durch eine elektrophoretische Beweglich- 
keit der Mischpolymere von 3-5 • 10~ 4 cm 2 • V"" 1 • 

4- Verfahren zur Herstellung der mitogenf reien Sub- 
stanz nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch ge- 
kennzeichnet , da£ eine bis zu 10%-ige Alginatlosung 
durch tragerfreie Elektrophorese in unter schiedli- 
che Fraktionen separiert wird und anschlieBend die 
Fraktion irtit einer elektrophoretischen Beweglich- 
keit von 3-5 * 10~ 4 cm 2 * V^ 1 * s*" 1 eine Dialyse 
zur Separierung der Molekiile mit einem Gewicht von 
10 000 bis 500 000 Dalton erfolgt. 
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5. Verfahren zur Herstellung einer mitogenf reien 
Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch 
5 gekennzeichnet , daB die Alginatlosung durch die 

Zugabe von Barium oder multivalenten Kationen (z.B. 
Blei Pb, Kupfer Cu) , die eine vergleichbare oder 
hohere Affinitat zum Alginat als Barium haben, zu 
einem unloslichen Komplex ausgefallt werden, dann 

10 eine Extraction durch Saure, z.B. Essigsaure, iiber 

mehrere Stunden bei hoher Temperatur erfolgt, an- 
schlieBend nach einer Waschung eine weitere Extrac- 
tion mit Komplexbildner , z.B. Zitronensaure, im al- 
kalischen Bereich iiber mehrere Stunden vorgenommen 

15 wird, nach einem weiteren Waschen mit destillierten 

Wasser eine Behandlung iiber mehrere Stunden mit Al- 
kohol, z.B. Ethanol, und schlieBlich ein Freisetzen 
der Alginate durch Zugabe von EDTA (Ethylendiamin- 
tetraessigsaure) im stark-alkalischen Bereich er- 

20 folgt. 



6. Mitogenf reie Substanz nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie als Implan- 
25 tat, vorzugsweise als im Innern mit lebenden Zellen 

bestiickte Kapseln, in der Transplantationschirurgie 
verwendet werden. 
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7 . Mitogenf reie Substanz nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, gekennzeichnet als Stabilisierungs- und Ge- 
lierzusatz fur Nahrungsmitteln. 
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8 . Mitogenf reie Substanz nach einem der Anspriiche 1 
bis 3, gekennzeichnet als innerlich und/oder auSer- 
lich angewandtes Wund ver s ch luBma t er i a 1 und/oder 
5 zahnarztliche Abdruckmasse und/oder fiir als Trager- 

substanz fur Medikamente oder Kontrastmittel die- 
nende Kapseln und Kugeln. 
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